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Resumen

La alumina es uno de los materiales ceramicos de mayor relevancia en usos biomédicos. Asi,
este trabajo hace una completa caracterizacion de su superficie a través de propiedades que son
de especial importancia en aquellos procesos de interaccion con superficies biologicas como son
células y microorganismos. Tension superficial, potencial zeta y rugosidad superficial se analizan
utilizando métodos diversos. La tension superficial se muestra en torno a 35 mJ m” aunque los
valores dependen en muchos casos de la aproximacion escogida y de los grupos de liquidos
prueba necesarios para su determinacion. El punto isoeléctrico aparece a pH = 4,6 lo que indica
una carga superficial negativa cuando la alumina se encuentre inmersa en liquidos fisiologicos

(pH = 7). Los accidentes topogrdficos responsables de la macrorugosidad pueden considerarse de
periodicidad en torno a 25 Um presentando alta variabilidad a escalas inferiores, por ello, es
importante determinar la rugosidad a escalas proximas al tamaiio de las células que intervienen

en el proceso de adhesion.
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Introduccion

El diseno de biomateriales precisa conocer no
solo sus propiedades mecanicas, sino también
ciertas caracteristicas de su superficie, que son las
que determinan la interaccion del material con el
medio que le rodea —adhiriéndose, corroyéndose,
mojandose, etc. Entre estas, destacan: energia libre
superficial, hidrofobicidad, potencial y carga
eléctrica superficial y morfologia. Los parametros
energéticos superficiales son determinantes en la
interaccion del material con el medio. Asi, una
superficie de baja energia superficial tendera a ser
inerte y, por tanto, poco susceptible de ser
modificada. Consecuencia directa son la
hidrofobicidad y mojabilidad del material, que
indican la respuesta del biomaterial en medio
acuoso, fundamental en usos bioldgicos.
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Lainmersion de un material en un electrolito acuoso
conduce a la aparicion de una doble capa eléctrica,
debido a las cargas superficiales y a la distribucion de
iones en el medio. Los pardametros fundamentales que
caracterizan a los materiales desde el punto de vista
eléctrico son el potencial zeta (), valor del potencial
eléctrico a una determinada distancia de la superficie
del material, y su punto isoeléctrico (p.i.e.), o pH al
cual ¢ se anula (1).

También se ha comprobado que la morfologia de
la superficie, en concreto su rugosidad, esta
estrechamente relacionada con la adhesion celular (2).
Elincremento de la rugosidad en un solido produce a
su vez un aumento de la adhesion bacteriana, debido
no tanto a cambios drasticos en sus propiedades fisico-
quimicas como al aumento del area superficial
disponible para la adhesion (3). Ahora bien, el diferente
tamafio de células y microorganismos, hace que la
rugosidad del material no sea un parametro absoluto
en el analisis de procesos de bioadhesion, sino que
requiera un estudio detallado segln la aplicacion
concreta de éste.

Con todo ello este trabajo presenta la caracterizacion
superficial de uno de los materiales ceramicos de
mayor relevancia en usos biomédicos, la alimina,
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considerando tanto su energia libre superficial, y los diferentes modelos que permiten su calculo,
sus propiedades eléctricas y su nanotopografia.

La energia libre o tension superficial del solido se evalia empleando la medida del angulo
de contacto (0) que forma una gota de liquido sobre el sélido. Young (4) estableci6 que el
angulo de contacto era consecuencia del equilibrio de la gota bajo la accion de tres tensiones
interfaciales: la solido-vapor, Y, la s6lido-liquido, Y , y la liquido-vapor, y; :

Y, C0S0 =75 —7g

A diferencia de Y, ni Yg ni Yy, son accesibles experimentalmente, por lo que para obtener
Y, €s necesaria una relacion adicional entre estos parametros.

A este respecto existen dos grandes corrientes. Por un lado aquella planteada por Fowkes
que asume que tanto las tensiones interfaciales como superficiales se pueden dividir en
varias componentes, cada una de ellas relacionada con un tipo de interacciones o fuerzas
intermoleculares, y por otro lado aquella que asume la existencia de una relacion directa

entre Yy con ygyy,.
Dentro de la primera corriente los modelos mas destacados son:

1. El de Owens-Wendt-Kaelble que describe la tension superficial como la suma de una

componente dispersiva (y°), debida a fuerzas de London (5), (6) y no dispersivas (y),
que engloba al resto de fuerzas presentes en la interfase. Por tanto, Y, se expresa como

Yo = Vs + 70— 20137 — 27y =(\/E—\/E)2 +(\/E—«/W)2

2. El de van Oss-Chaudhury-Good que establece un sumando debido a interacciones
Lifshitz-van der Waals (Y*), (London (5), (6) Keesom (7) y Debye (8)) y un segundo
sumando debido a interacciones acido-base (y*®), descomponiéndose en un parametro

electron-aceptor (y*) y otro electron-donador (y),y*® =2,/y"y” , de modo que

Yoo = Vs + 7 =2V -2y - 2\vet

La segunda corriente, iniciada por Neumann, postula la existencia de una funcion,
«ecuacion de estado», que relaciona directamente Y, con Yy Y,. Segan Kwok y col. 9:

Yo =7 +7s ~241%s [1-B(r —7s)' | B=0,0001057m’my"

Como se ha detallado, la carga eléctrica superficial se calcula a partir de {. En el caso
de superficies extensas ( se determina con medidas del potencial de flujo, segiin la expresion:

_nKg dU
808r dp

Siendo U el potencial de flujo, p la presion del liquido que llena el capilar formado con el
solido, N es la viscosidad dinamica del fluido, K, es la conductividad especifica del fluido, €
la permitividad del vacio y € la constante dieléctrica relativa del fluido.
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Métodos

La muestra de alumina (ALO,) era lavada con
agua destilada a 60°C frotando con una gasa,
enjuagada con agua desionizada, sonicada durante
10 min, enjuagada y secada durante 1 hora a 40°C.
Si no se utilizaba inmediatamente, se almacenaba
un maximo de 24 horas en un desecador hasta su
uso.

Para el célculo de Y , en concreto para la medida
de &, se utilizé un goniémetro (Kriiss, G10/DSA10).
Los liquidos usados fueron: agua desionizada (A)
(Mili-Q Plus System); formamida (F) (P>99%);
glicerol (G) (P>99,5%); etilenglicol (E) (P>99,5%);
dimetilsulfoxido (Di), (P>99,9%); diiodometano (D)
(P>98%); y bromoformo (B) (P>99%) y a-
bromonaftaleno (AB) (P>97%). Para estos liquidos,
los valores de Y, sus componentes y parametros
fueron tomados de la bibliografia, segun el criterio
de van Oss (10) excepto para D para el que se han
tomado segun el criterio de Jaficzuk y col. (11).
Para el célculo de Y, es necesario el 8 de dos o
tres liquidos, seglin se empleen los modelos de
Owens-Wendt-Kaelble o van Oss-Chaudhury-
Good, respectivamente. Utilizando Kwok y col. s6lo
es necesario el 8 de un unico liquido, pero ante la
imposibilidad de una resolucion analitica de la
ecuacion, se realizd un programa para el calculo
de Y, basandose en la bisqueda dicotomica de la
raiz de una funcion.

En el calculo del potencial zeta se empled un
dispositivo para la medida de potencial de flujo
(Anton Paar KG). El liquido empleado como
electrolito fue KCI 107 M, y para la variacion del
pH se utilizo6 HC10,1M y KOH 0,1M.

Larugosidad, como caracterizacion morfologica
superficial, es uno de los parametros topograficos
mas influyentes en la interaccion célula-material.
Este parametro no es unico en una superficie, ya
que dependiendo del tamano de la escala
hablaremos de nanorugosidad, microrugosidad o
macrorugosidad (12). En este caso se proporciona
la rugosidad cuadratica media (Rrms) que
generalmente es el parametro estadistico mas
significativo para describir y comparar diferentes

estructuras superficiales a diferentes escalas (13).
Para estas medidas se ha empleado un microscopio
de fuerza atémica (AFM) (Autoprobe CP, Park
Scientific Instrument), que dispone de un escaner
de un rango maximo de 100 mm en las direcciones
x e y. Se usaron V-cantilevers con puntas de nitruro
de silicio.

Todos los experimentos se realizaron a 22°C,
descrita como temperatura ambiente.

Resultados y discusién

Los resultados obtenidos de 8 para cada uno de
los liquidos prueba se muestran en la Tabla 1. Se
destaca el mayor valor para liquidos polares frente
alos liquidos apolares.

Los resultados de Yy y componentes para los
modelos estan en las Figs 1a, 1b, 1¢. No es posible
evaluar directamente Yg, pero cada uno de los
modelos predice valores diferentes de este
parametro. Incluso dentro de un mismo marco
tedrico el trabajar con conjuntos diferentes de
liquidos para medir sus angulos de contacto también
provoca resultados ligeramente distintos. Este
comportamiento indica que con fines comparativos
es mejor emplear los mismos liquidos con los
mismos modelos en diferentes sustratos.

Algunos aspectos destacados de los resultados
obtenidos son que en los modelos que asumen la
aditividad de la tension superficial no todas las
combinaciones de liquidos dan resultados
fisicamente aceptables debido a que los errores
experimentales son superiores a la propia magnitud,
también con el modelo de van Oss-Chaudhury-
Good se pueden encontrar casos en que se predicen
valores de la componente acido-base negativa,
carentes de sentido fisico. Existen diversos trabajos
en los que se analizan las caracteristicas que
deberian reunir los tripletes de liquidos que se
utilicen (14-16), siendo quizas el método mas
aceptado el estudio de la estabilidad del sistema de
ecuaciones [Ec. 3]. Asi, se predice que serian
validos tinicamente trios de liquidos formados por
uno no-polary dos polares, siendo uno de ellos agua.
Sin embargo, a la vista de nuestros resultados

Di AB

79+3 | 671 | 80+2 | 64+1

43+3 | 5242 35+2 | 3642

Tabla 1. Angulo de contacto (8) de los liquidos prueba y desviacién estandar



podemos afirmar que si bien este criterio es una
condicion necesaria no es condicion suficiente para
asegurar unos resultados validos. Lo que si podemos
concluir, ya que existe un acuerdo entre todos los
modelos, es en que la interaccion de la alimina con
su entorno, mediante la adsorcion o la adhesion de
moléculas, células o microorganismos se va a
producir principalmente mediante fuerzas de
Lifshitz-van der Waals (YW 0 y*> y*8 0 y"9), y que,
dentro de su comportamiento no dispersivo o acido-
base, es en mayor medida electrén donador que
aceptor (y> Y.

En la Fig. 1d la dependencia de { con el pH nos
indica que el potencial eléctrico es muy sensible al
pH, variando entre +40 mV y -25 mV al pasar de
pH acido a neutro, correspondiéndole el punto
isoeléctrico a pH 4,6. Esto nos indica que
dependiendo del medio fisiologico, concretamente
de su pH, en el que el biomaterial fuese empleado
se podria modificar su comportamiento de cara a
la adhesion celular o microbiana. Aunque en general
los valores del punto isoeléctrico de la alimina
citados en la bibliografia suelen estar entorno a 9

(17-20), otros autores han encontrado valores
préximos al que hemos obtenido. Estas
discrepancias en cuanto a los valores de los puntos
isoeléctricos se han asociado bien a distintas
estructuras cristalinas o a la posible presencia de
impurezas (21,22).

Es interesante comprobar que los valores de
rugosidad (expresada como Rrms) son funcion del
tamafio de la distancia barrida, tal y como se
muestra en la Fig. 2b, siendo la Fig. 2a una imagen
superficial de la muestra. Rrms aumenta con la
distancia, aunque a partir de ~25 Jm comienza a
ser constante. El comportamiento indica que los
accidentes topograficos responsables de la
macrorugosidad pueden considerarse de
periodicidad en torno a este valor. La dependencia
de la rugosidad superficial de la escala a la cual se
mide sugiere que, en estudios sobre la influencia
de larugosidad en las interacciones célula-material,
la rugosidad superficial que seria de interés
corresponderia a aquella determinada en escalas
comparables con las dimensiones de las
células.
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Figura 1. Tension superficial (Y) de la alimina segin el modelo de Kwok y col (a), van Oss-Chaudhury-
Good (b) y Owens-Wendt-Kaelble (c). Potencial zeta ({) en funcion del pH
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Nuestros resultados muestran que la rugosidad
superficial que «sentiria» o «veria» una célula de
tamarfio coloidal es completamente distinta de la de
una célula de mayor tamafio, como levaduras,
osteoblastos, fibroblastos, etc. De hecho, se
empieza a hablar ya de rugosidad local en relacion
a este aspecto de las interacciones de células con
materiales. Estos resultados muestran también que

técnicas de caracterizacion superficial de resolucion
micro y nanométrica probablemente proporcionan
informacion mas sensible para este tipo de estudios
que técnicas que informan sobre las rugosidades
superficiales mas macroscopicas, donde las
rugosidades superficiales se miden a veces a
tamafos de hasta 1 mm.
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Figura 2. Imagen AFM de la superficie de la alumina (a) y valores de Rrms en funcién de la escala (b)



Conclusiones

La tension superficial (=35 mJ m?) depende del
modelo y de los grupos de liquidos utilizados, no
pudiendose hablar de un valor absoluto de y;. El
efecto superficial de distintas condiciones
ambientales debe estudiarse escogiendo un tnico
modelo y un grupo de liquidos concretos. En cuanto
a la carga eléctrica, la alimina se muestra
negativamente cargada a pH fisiologico y el punto
isoeléctrico se obtiene para un pH de 4,6. Los
accidentes topograficos responsables de la
macrorugosidad presentan una periodicidad de ~25

pm.
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